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OZET

Ozbilgi/Amag: Enfeksiydoz Pankreatik Nekroz (IPN), degisik balik tiirlerinde pankreasin nekrozu ile karakterize, akut, bulasici,
sistemik viral bir hastaliktir. Etken, RNA grubundan Aquabirnaviris ailesinde IPN virusu (IPNV)’dur. Bu galisma ile, Turkiye'deki bir
alabalik isletmesinden izole edilen IPNV izolati ile deneysel enfeksiyon gergeklestirilerek; alabaliklarda, dogal bagisiklikta 6nemli
yeri olan virus-konakgi hiicre iligkileri (interaksiyonlari)’nde interferonlarin roll aragtiriimistir.

Materyal ve Metot: Deneysel enfeksiyonu takiben nekropsileri gerceklestirilen hayvanlarda dokular parafinde bloklandi. Viral
antijen ve tipl interferon ve reseptorlerinin lokalizasyonu ve yogunlugu igin enzim tabanli immunohistokimyasal boyamalar
gerceklestirildi.

Sonug: Alabaliklarin IPNV ile deneysel enfeksiyonunda, Tip-1 interferon ve reseptorlerinin enfekte dokularda ekpresyonlari belirgin
sekilde gorilmesine karsin, viral replikasyonu kismen bloke ettigi ve persiste enfeksiyonun kurulumunun 6niline gegcemedigi
gorilmiustr.

Anahtar Kelimeler: Alabalik, Histopatoloji, immunohistokimya, infeksiyéz pankreatik nekrozis, interferon

An Experimental Study on Pathogenesis of Infectious Pancreatic Necrosis in Rainbout Trout:
The Role of Tip 1 Interferones in Innate Immunity

ABSTRACT

Backround/Aim: Infectious Pancreatic Necrosis (IPN) is an acute, contagious, systemic viral disease characterized by necrosis of
the pancreas in different fish species. The agent is the IPN virus (IPNV) in the Aquabirnavirus family from the RNA group.
Material and Method: An experimental infection with IPNV isolate isolated from a trout company in Turkey was carried out.
After necropsy applications, the tissues were embedded in paraffin and prepared sections 5 um in diameter. For determination of
IPNV antigen and expression of tip-1 interferon and their receptor, enzyme based immunohistochemistry was applied on tissue
sections.

Conclusion: Experimental infection of trout with IPNV showed that although expression of Tip-1 interferon and its receptors in the
infected tissues was not clearly visible, it partially blocked viral replication and could not prevent the establishment of persistent
infection.
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Giris

Enfeksiy6z Pankreatik Nekroz (IPN), degisik balik turlerinde
pankreasin nekrozu ile karakterize, akut, bulasici, sistemik
viral bir hastaliktir. Ozellikle yavru ve geng salmonid baliklarda
yiksek mortalite ile seyreder. Etken Aquabirnavirus genusu
icinde yer alan IPN virusu (IPNV)’dur (Roberts, 2001; Candan,
2002; Erer, 2002; Santi ve ark., 2005).

IPN 6zellikle yavru (fry ve fingerling) salmonidlerde perakut
ve akut formlarda % 20-100’e varabilen yiksek mortaliteye
yol agar. Bu durum bakim-besleme, suyun fiziksel ve kimyasal
kalitesine bagh olarak azalip artabilir. Salmonid baliklarda
mikroskobik olarak lezyonlar 6zellikle pankreas, karaciger ve
bagirsak mukozasinda goriliir. Pankreasta yaygin asiner ve
Langerhans adacik hicrelerinin nekrozu ile ekzokrin bezlerde
intrasitoplazmik inklizyon cisimcikleri gbéze c¢arpar (Roberts,
2001; Erer, 2002; Smail ve ark., 2006). Histopatolojik bulgularin
isaret ettigi karakteristik lezyonlar esliginde; dokularda viral
antijenin immunohistokimyasal demonstrasyonu ve RT-PCR ile
akuatik Birnaviriis nikleotidlerinin gosterilmesi ile IPN hastaligi
teshis edilmektedir (Sweeney ve ark., 1997). IPN viral antijenleri,
histolojik degisikliklerle uyumlu olarak sirasiyla en yogun sekilde
pankreas, karaciger ve bagirsaklarda goze ¢arpar. Buna karsin,
pankreastaki nekrotik sahalarin genislemesi ile immunopozitif
reaksiyonlarin  zayifladigi  bildirilmistir. Boyle sahalarda
viral antijen yogunlugundaki azalmanin virusun antijenik

kodlanir. IFNy, cogunlukla T lenfosit ve dogal éldurtict hicreler
tarafindan uretilmektedir ve etkileri IFNy reseptoriine (IFNyR)
sahip hucrelerde gorilir (Schoenborn ve Wilson, 2007). Tip 3
interferon ailesinde yer alanlar IFNA1 (IL-29), IFNA2 (IL-28A),
IFNA3 (IL-28B) olmakla birlikte son zamanlarda kesfedilen
IFNA4 de bu aileye eklenmistir. Bu ailedeki interferonlar, tip
1 interferon ailesindeki sitokinlerle benzer gérevlere sahiptir.
Buna karsin, reseptorleri gogunlukla epitel hiicrelerinde olmasi
nedeniyle, etkinlikleri de bu hucrelerle sinirlidir (O’Brien ve
ark., 2014).

IFNa ve IFNB (IFNa/B)'nin en bilinen 6zelligi, virusla
enfekte ve enfekte olmayan hiicrelerde virusun Uremesini
durdurmasidir. Bu interferonlar reseptorlerine baglandiginda
virus replikasyonunu farkh asamalarda durduran proteinlerin
sentezi uyarilir (Yan ve Chen, 2012). Bununla birlikte, gorevleri
bununla sinirli degildir. Viruslarin yani sira bakteriyel ve diger
patojenlere karsi gelisen dogal ve adaptif immun yanitlarin
diizenlenmesinde de  etkileri  bulunmaktadir.  Spesifik
enfeksiyonlar sirasinda uyarilan IFNa/B cevabinin sonuglari
birbirinden farkhhk géstermektedir. IFNa/B’nin tip 1 interferon
reseptoriine baglanmasini takiben hangi sinyal yolaklarinin
etkinlestigi ya da etkinlesen sinyal yolaklarinin interferon
tarafindan kontrol edilen genlerden hangilerini aktive veya
inhibe ettigi interferon cevabinin sonuglarini degistirmektedir
(McNab ve ark 2015).

Tablo 1. Deneme gruplari ve inokulasyon sonrasi giin (ISG) nekropsi tarihi.

Grup Adi Balk Toplam iSG (1-5 giin iSG 10.  iSG 15. iSG 20. iSG 25.
biiyukligli ve hayvan arasi) giin gin gln giin
agirhg sayisi

Grup | 2-3cm-15+3 g 40 balk 5+5+5+5=20 5 adet 5 adet 5 adet 5 adet

(Deneme) (yavru) adet

Grup | 2-3cm-15+3 g 16 balik 2+2+2+2=8 adet 2 adet 2 adet 2 adet 2 adet

(Kontrol) (yavru)

Grup Il 10-12 cm- 40 balik 5+5+5+5=20 5 adet 5 adet 5 adet 5 adet

(Deneme) 80+10 gr adet
(Eriskin)

Grup Il 10-12 cm- 16 balik 2+2+2+2=8 adet 2 adet 2 adet 2 adet 2 adet

(Kontrol) 80+10 gr
(Erigkin)

yapisinin zarar gérmesiyle iligkili oldugu ileri suriilmektedir.
Sonug olarak, IPN’nin immunohistokimyasal olarak tanisinda
pankreasin yani sira diger dokularda 6rneklenmelidir (Toplu
ve ark., 2010). IPNV eriskin ve damizlik baliklarda genellikle
subklinik ya da asemptomatik olarak seyreder. Boyle baliklar,
ozellikle yumurtlamada oldugu gibi stresli kosullarda, virusu
digkilari ile sagmalari nedeniyle horizontal bulasma kaynagini
olustururlar. Virusun béyle hayvanlarda nasil persiste kaldigi,
konakgl hiicrelerde innate (dogal) immuniteden nasil kagtigi
arastiricilarin ilgisini cekmektedir.

Dogal bagisiklikta viruslarin hiicrede replikasyonunu ve yeni
jenerasyonlarinin olusumunu engelleyen tip 1 interferonlarin
saliniminin, in vitro kiltirlerde IPNV’ye karsi etkin bir sekilde
kullanilamadigi gorilmistir (Toplu ve ark., 2010). Tip 1, tip
2, tip 3 olmak Uzere birbirinden farkl lg tip interferon ailesi
mevcuttur. Tip 1 interferon ailesinde, IFNa, IFNB, IFNg, IFNtT
(tau), IFNk, IFNw, IFN& ve IFNZ (zeta) yer almaktadir. Bu ailede
IFNa disindaki diger interferonlar tek bir genin (rlndyken,
IFNa'nin kismen homoloji gosteren 13 alt tipi mevcuttur
(Pestka ve ark., 2004). Tip 2 interferon ailesinde, yalnizca
IFNy (gama) yer almaktadir ve bu molekil tek bir genden

Deneysel olarak olusturulan kontrolli subklinik enfeksiyon
tablosunda virus enfekte hicrelerin dogal immunitenin
ana savunma mekanizmalarindan olan tip 1 interferon
ekspresyonlarin  durumunu belirlemek sunulan g¢alismanin
amacini olusturmustur.

Materyal ve Metot

IPNV materyali

Calismada kullanilacak IPNV izolat, Karadeniz bolgesindeki 6zel
alabalik isletmelerinden “Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde
Gokkusagi Alabalik Ciftliklerinde infeksiydz Pankreatik Nekrozis
Virusunun izolasyon, identifikasyonu ve Dizi Analizi” isimli ve
TAGEM/HS/10/09/02/178 no’lu projede kapsaminda izole
edilen ve RT-PCR ile identifiye edilen izolatlar iginden segildi.
izolatin Gretilmesi ve titrasyonu BF-2 ve EPC hiicre hatlarinda
standart yontemler kullanilarak gergeklestirildi.

Hayvan Materyali ve Deneysel inokulasyon

Bu arastirma igin Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 26 Agustos 2011 tarih ve
B.30.2.ADU.0.00.00.00/050.04/2011/051 sayili yazi ile etik
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kurul izni alinmistir. Calismada kullanilan alabaliklar entegre
bir alabalk isletmesinden temin edildi. Baliklarin segildigi
isletmede gecmiste IPN’ye iliskin salginlarin gorilmedigi
bildirildi. Calismada ADU Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali Akvaryum Unitesinde yer alan 100x 70 x 50 cm boyutlarinda
4 adet havuz kullanildi. Baliklar konulmadan 6nce havuzlar
%5'lik formaldehid soliisyonu ile iki saat siireyle dezenfekte
edildi. Suyun havalandiriimasi, her bir havuzda saatte 1200 litre
suyu filtre edebilen dis (eksternal) akvaryum filtreleri ve hava
pompalariile yapildi. Denemede kullanilan suyun mikrobiyolojik
ve kimyasal analizleri Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali'nda yapildi.
Sudaki ¢éziinmiis oksijen miktari Aydin Tarim il Mudirliga
Laboratuvarinda belirlendi. Bu analizler sonucunda, suyun
alindigi kaynaktaki ¢oziinmis oksijen miktari ile havalandirma
sonrasi ve havuzlara gelen sudaki ¢é6ziinmis oksijen miktarinin
standart araliklarda oldugu belirlendi. Suyun sertlik derecesi
ve pH’si da gokkusagl alabaliklari igin uygun araliktaydi.
Oksijen takviyeli tasima tanklar ile getirilen yavru (2-3 cm-
15+10 g agirhginda) ve eriskin (10-12 cm-80+10 gr agirhiginda)
gokkusagi alabaliklari (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
onceden hazirlanan havuzlara alindi. Deneysel enfeksiyon
olusturmadan 6nce baliklarin ortama adapte olmalari igin 15

Tablo 2. Kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri

immunohistokimyasal inceleme

Nekropsiyi takiben alinan doku 6rnekleri 12-24 saat % 10’luk
tamponlu formalin sollsyonunda tespit edildi. Trimleme
isleminin ardindan 6-8 saat slre ile akan gesme suyu ile
yikanan dokular doku takip cihazinda (Leica TP1020) bilinen
yéntemlerle, alkol ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra
parafinde bloklandi. Bu bloklardan 4-5 um kalinliginda Poly-L-
Lysine kapli lamlara kesitler alindi (Mikrotom, Leica RM 2135).
Alinan kesitlerimmunohistokimyasal incelemeler igin kullanildi.
Seri halde alinan doku kesitlerinde viral antijen, interferon al
ve interferon a/p reseptor ifadesinin immunohistokimyasal
olarak gosterilmesi amaciyla, isaretli streptavidin-biotin (LSAB)
yoéntemi ilgili firmanin (Invitrogen® Histostain® Plus Detection
Kit, USA) oOnerdigi sekilde uygulandi. Kullanulan primer
antikorlarin sulandirmasi ve 6zellikleri Tablo2’de sunulmustur.
Negatif kontrol olarak primer antikor yerine PBS kullanildi.
Tum kesitlerin ayni sartlarda ve prosediirde boyanmasindan
sonra, sonuglar ve dokulardaki ekspresyon yogunluklari
1stk mikroskobunda semikantitatif olarak degerlendirildi ve
mikroskobik dijital fotograflar (Olympus C-5050) cekilerek
bilgisayar ortamina aktarildi.

IHC Sonuglarinin Analizi

Primer antikor Amag Sulandirma Marka
orani
Anti-IPNV monoklonal antikor Viral antijenlerin 1/10 Aquatic Diagnostic Ltd.
saptanmasi P06
Anti-IFN al Tip 1 interferon belirteci 1/500 BIOSS Bs-1578R
Anti-IFN o/BRB Tip 1 interferon reseptori. 1/100 Santa Cruz Sc-83257

belirteci
IHC

gln beklenildi. Bu siire sonunda baliklar ayrintilari Tablo 1'de
verildigi sekilde kontrol ve deneme grubu olmak Uzere iki
gruba ayrildi. Calisma boyunca baliklar her glin diizenli olarak
yemlendi. Deneme siresince havuz sularinin % 25’i dinlenmis
ve havalandirilmig sularla her giin diizenli olarak degistirildi.
Atik sularin dezenfeksiyon islemi ise formalin sollisyonu ile
gerceklestirildi.

Denemeye baslamadan once her bir gruptanrastgele 6rnekleme
yapilarak alinan baliklar IPN, VHS ve IHNV enfeksiyonlarinin
varligi yéniinden incelenmek lizere Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal’'na gonderildi. PCR
sonuglarina gore, baliklardan hi¢ birinde yukarida belirtilen
hastaliklara yonelik pozitiflik tespit edilmedigi bildirildi.
Deneysel enfeksiyon oncesi, baliklarin anestezileri %0.25lik
fenoksietanol sollisyonu ile gergeklestirildi. Grup 1 ve 2'de
yer alan baliklarda IPNV deneysel enfeksiyonu olusturmak
amaciyla, 100DKID_, 10>7/0,1ml dozdaki inokulumdan her bir
baliga 100 uL olacak sekilde intraperitoneal yolla verildi. Kontrol
gruplarindakibaliklara daanesteziyitakiben virusinokulumunun
hazirlanmasinda kullanilan sulandirma soliisyonundan her
bir baliga 100 ul olacak sekilde intraperitoneal yolla verildi.
inokulasyonu takiben baliklar her 8 saatte bir kez izlenerek
klinik bulgular kaydedildi.

Tablo 1’de verildigi gibi, deneme gruplarinda inokulasyonu
takiben 1., 3., 5., 10., 15., 20., 25. giinlerde beser balik 6tenazi
edildi. Kontrol gruplarinda da deneme gruplarinda 6rnekleme
yapilan ayni giinlerde ikiser balik &tenazi edildi. Otenazi islemi
gerceklestirildikten sonra dokular (bas, solungaglar, pankreas,
pilorik kese, bagirsaklar, bobrek, dalak, karaciger, deri, kalp,
iskelet kasi) % 10’luk tamponlu formaldehit sollisyonu ile tespit
edildi.

Doku kesitlerinde, viral antijen, interferon al, interferon o/
reseptor ifadesinin immunohistokimyasal olarak incelenmesi
sonucunda belirlenen subjektif veriler sayisal verilere
dondgstirildi. Bu amagla her bir hayvanin pankreas, mide ve
bagirsaklar, bébrek ve dalak dokularindan alinan 6rneklerde
40'hk objektif altinda, her biri toplam 100 gridlik (10x10) ve
toplami 0.025 mm?¥ye esit 10 ayri alan incelendi ve sayisal
verilere donUstlrildi. Buna goére incelenen alanlarda
% 1-4 hicrenin immunopozitifligi (+1), % 5-8 hicrenin
immunopozitifligi (+2), %9-15 hicrenin immunopozitifligi
(+3), %15-20 hiicrenin immunopozitifligi (+4), %21> hiicrenin
immunopozitifligi (+5) olarak degerlendirildi.

Degiskenlerin normal dagilama uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi. Pankreas, mide ve bagirsakta
glinler arasinda (1.-25. giinler) degiskenler agisindan (IPNV
antijen pozitif hiicreler ve interferon/interferon reseptéri)
istatistiksel farklilklar Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi.
p<0,05 anlamli kabul edildi (Ozdamar 2013).

Klinik ve Nekropsi Bulgulari

Kontrol grubundaki baliklarda deney siiresi boyunca herhangi
bir klinik bulguya rastlanmadi. Deney grubundaki baliklarda ise,
virusun inokilasyonunu takiben 3. glinde 5 balikta durgunluk ve
koordinasyonsuz yizme hareketleri gorildi. 3. glinde yapilan
orneklemeler sirasinda bu baliklar segilerek 6tenazi edildi ve
nekropsileri yapildi. Bu baliklarin nekropsisinde herhangi bir
makroskobik bulguya rastlanmadi. Daha sonraki giinlerde klinik
olarak herhangi bir bulguya rastlanmadi. Deney siresi boyunca
kontrol ve deney grubundaki higbir balikta 6liim gorilmedi.
Deney siresince planlanan giinlerde yapilan nekropsilerde
kontrol ve deney grubundaki baliklarda kayda deger bir bulguya
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Tablo 3. Viral antijen, interferon ve interferon reseptor ifadelerinin organlara ve enfeksiyon siirecine gére dagilimi (D) ve siddeti (S)

Giinler Pankreas Bagirsak Mide
= = c
5 5 § 5 § 5 £ 5§ B
— — —
S @ o 2 S @ o 2 & @ o 2
— € Tt a — © Tt a — € Tt a
© O o @ © (7] o 0 © [7] o o
= 2 = = = = = = = 8
> 1= £ ¢ > = L2 > = £ ¢
(D) ++ +4++ R ++ +4+ 4+ ++ +++ 4+
1.gln (S) +++ ++++ +++ ++++ +++
+H++ +4+ +++ ++
(D) +++ e+ e+ +H++ 4+ Ht+ +H++ +++ ++
2.gln (S) ++ +H+++ ++++ +++++ +++
e+ ++ +++ ++
(D) ++++ ottt g 4 4+ bt 4+ +++ 4
3.gln (S) ++++ o+ o+ o+ 4+
4+ +4+ +++ 4
(D) +++++ A+ et -+ 4+ ottt ++ ++ +++
5.gln (S) +++++ bt ot - ++
++ ++ +++ +H++
(D) ++++ +++ e+ +++ +++ 4+ ++ ++ +++
10.giin (S) +++ ++ o
++ 4+ +4++ +4++ +++ ++
(D) +++ 4+ 4+ +++ +4+ 4+ + ++ +++
15.gln (S) ++++ bt ++ I + .
4+ ++ +++
(D) ++ ++ +++ ++ ++ +4++ +++ ++ ++
20.gin (S) ++ ++ ++ ot
++ + ++ + +++
(D) ++ + +4+ ++ + +4++ ++ + +4+
. (S) ++ + +++
25.gln + +4+ + ++ + ++
rastlanmadi. ekspresyonunun viral antijen yogunlugu ile dogru orantili olarak

immunohistokimyasal Bulgular

Viral antijenin immunohistokimyasal bulgularinin organlara
ve enfeksiyon sirecine gore dagilimi ve siddeti Tablo 3’te
verilmistir. Pankreasta viral antijen lokalizasyonu genel olarak
grantler, daha az olarak da diffuz boyanmalar seklinde ekzokrin
asiner epitellerinin sitoplazmasinda belirlendi. Viral antijen
dagihmi inokulasyonun 1. gliniinden itibaren artis gosterdigi
ve 5-10. ginler arasi pik seyirde seyrettigi ve daha sonra
inokulasyonun 25. giiniine kadar da azalma egiliminde oldugu
gorildi (Tablo 3).

Viral antijen bagirsak villus ve kript epitellerinin
sitoplazmalarinda lokalize oldugu gorildi. Mide ve
bagirsaklarda da viral antijen dagilimi pankresta oldugu gibi bir
seyir izlemekte idi (Tablo 3) (Sekil 1).

Karaciger, dalak ve bobreklerde viral antijen dagilimi ve siddeti
bakimindan pankreas, mide ve bagirsaklara gére daha disiik
pozitif reaksiyonlar olsa da, pozitif reaksiyonlarin dagilimi
ve siddeti inokulasyon glnlerine gore benzer yikselis ve
duslsler gostermisti. Karacigerde viral antijen 6zellikle Kupfer
hicreleri ve daha az olmak Uzere hepatosit sitoplazmalarinda
goriuldi. Anterior bobrekte viral antijen lenfoid hicrelerin
sitoplazmasinda, posterior bébrekte ise lenfoid hiicrelerin yani
sira yer yer tubulus epitelleri ile nadiren de glomeruler kapillar
damar endotellerinde dikkati ¢ekti.

Dalakta da pozitif reaksiyonlar lenfoid ve retikiiler hicre
sitoplazmalarinda kaydedildi.

Pankreas, mide ve bagirsaklarda Tip 1 interferon ve reseptorlerin

epitel hiicrelerinde artig gdsterdigi belirlendi. inokulasyonun
1.-15. gunler arasinda siddetli pozitif reaksiyonlar goriltrken,
inokulasyonun  20.-25.glinleri  arasindaki baliklarda ise
ekspresyonlarin azalmaya baslayarak daha disiik yogunlukta
reaksiyonlarin elde edildigi gorildi (Sekil 4, 5, 6). Viral
antijen, tip 1 interferon ve reseptorlerin ifadelerinin organ
ve enfeksiyon siirecine gore dagilimi Kruskall-Wallis testi ile
degerlendirildiginde pankreas, mide ve bagirsaklarda glnler
arasinda istatiksel olarak anlamli farkhhk bulundu.

(5 e Ty ﬁ' __"_‘ -." L e

7= : ‘,.7.*
— 'F:I &

Sekil 1. Bagirsak epitellerinde viral antijen |mmunoposz re-
aksiyonlar.
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Sekil 3. Pankreas asiner epitellerinde interferon reseptér im-

munoreaktivitesi. Sekil 6. Bagirsakta viral antijen, interferon ve interferon

reseptor belirteglerinin ifadelerinin glinlere gére dagihmi.
e Tartisma ve Sonug

T P Klinik olarak yavru baliklarda (fry ve fingerling) siklikla
.-”'('l- \ kaydedilen gelisim geriligi, durgunluk, deride depigmentasyon
AR \ gibi klinik bulgular ile perakut ya da akut 6limler, galisma
f ) \ olgularinda dikkati cekmedi. Bu durum ¢alismada kullanilan
; blyuk baliklarin (150 gr) perakut ve akut enfeksiyonlara direngli
N N olmasi ile iliskilendirilmis ve c¢alismanin amacini olusturan

d persistent enfeksiyonun kurulumunu da saglamistir.
i "\_x IPN viral antijen pozitif reaksiyonlar akut enfeksiyon siirecinde,
- i L histolojik degisikliklerle uyumlu olarak sirasiyla en yogun
sekilde pankreas, karaciger ve bagirsaklarda goéze carpar
(Toplu ve ark.,2010; Ahne ve Thomsen, 1986). Subklinik
e \ ya da persiste enfeksiyon olgularinda ise viral antijen mide
s 5 ; i ; .{ 3 ve bagirsaklar, karaciger ve bobreklerde lokalize oldugu
i E § g gorulmistir. Damizlik hayvanlarda ise virus gonadlarda
lokalize kalarak vertikal bulasma kaynagini olusturur (Imajoh
gtin ve ark., 2005). Calismada 100DKID,, 10*7/0,1ml dozlarda
intraperitoneal yolla verilen hayvanlarda IPN virusu verilerek
subklinik enfksiyon olusturulmus, inokulasyonun 1.,2., 3.,
5.,10.,15. ve 20. Gunlerinde 5’er hayvan 6tanazi edilerek
viral antijen lokalizasyonu ve tip 1 interferon ekspresyonlari
immunohistokimyasal metot ile degerlendirilmistir. Viral
antijen persiste enfeksiyonlarla uyumlu olarak (Imajoh ve ark.,
2005), en yaygin olarak pankreas, mide ve bagirsaklar ve daha
az yayginlikta ise karaciger, bobrek ve dalakta lokalize kaldigi
gorulmustlr.  Viral antijen dagilimi ve siddeti bu dokularda
genel olarak inokulasyonun 3-10. glnleri arasi artig gosterirken,
15-25. gilinler arasinda azalan bir grafik sergilemistir. Bu da
enfekte kalan hayvanlarin sindirim ve Uriner sistem araciligi ile

Mean
o

‘“'\-H,\‘
-

Sekil 4. Pankreasta viral antijen, interferon ve interferon
reseptor belirteglerinin ifadelerinin glinlere gore dagilimi.
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virusun yayilimina ve horizontal bulasmaya zemin hazirladig
gorulmektedir.

GUgli bir interferon uyaricisi oldugu bilinen poly 1:C’'nin
transfeksiyon ajani yardimiyla hicrelere transfeksiyonunu
takiben hiicrelerin IPNV ile inokiilasyonu virusun titresine
azalmaya neden olmaktadir. Poly I:C’nin transfeksiyonu sonrasi
medyumda interferon aktivitesinin tespit edimesi ve es zamanl
olarak virusun titresinin azalmasi interferon sisteminin IPNV’un
¢ogalmasini etkili bir sekilde 6nledigini gostermektedir (Saint-
Jeanve Perez-Prieto, 2005). Benzer sekilde, IPNV’nin infeksiyonu
oncesi hicrelerin rekombinant Atlantik salmon interferon al
ile transfeksiyonunun IPNV’nin yapisal proteinlerinden VP2’nin
olgunlasmasini 6nledigi gosterilmistir ( Skjesol ve ark., 2009).
Sunulan ¢alismada, pankreas, mide ve bagirsaklarda tip 1
interferonvereseptorlerininekspresyonuviralantijenyogunlugu
ile dogru orantili olarak artis gdstermektedir. inokulasyonun
1.-15. gunleri arasinda ifadesi kademeli olarak artan bu
belirteglerin ifadesi daha sonraki giinlerde ayni sekilde kademeli
olarak azalmistir. Deneysel enfeksiyonun ilk glinlerinde virusun
¢ogalmaya baslamasi ile birlikte Tipl interferonun ifadesinin
arttiginin bulunmasi, viral enfeksiyonlarda virusun ¢ogalmasini
onleyici mekanizmalardan biri olan interferon sisteminin IPNV
enfeksiyonu sirasinda da aktive oldugunu gostermektedir.
Buna karsin, interferon ifadesinin azalmaya basladigi donemde
pankreas, mide ve bagirsaklardaki viral antijen yogunlugu artis
egilimindedir. Bununla birlikte, ilerleyen gilinlerde interferon
ifadesi azalmakla birlikte virus yogunlugunda da azalma tespit
edilmisti. Bu durum interferon sisteminin aktivasyonunun
IPNV’un ¢ogalmasinin  onlenmesindeki oOnemini ortaya
koymaktadir. IPNV’un akut ve persiste enfeksiyonu sirasinda
interferon sisteminin aktive olmadigini bildiren ¢alismalar
(Reyes-Cerpa ve ark., 2014) bulunmakla birlikte, bunun aksine
iddaa eden galismalarin sayisi da az degildir (Saint-Jean ve
Perez-Prieto, 2005; Skjesol ve ark., 2009). Sunulan galisma
sonuglari da IPNV enfeksiyonun baslangicinda yogun sekilde
ekprese olan tip-1 interferon salinimi olmasina karsin, persiste
enfeksiyon kurulumunu engelleyemedigi gorilmektedir.
Persiste enfeksiyon kurulumunda derin 6ngoriler igin farkh
mekanizmalarin yeni hipotezlerle ¢alisiimasi gerekmektedir.

Tesekkiir
Sunulan g¢alisma Tarimsal Arastirmalar Genel Miudurluga
(AGEM/HSGYAD/13/A11/P03/34) 'nce desteklenmistir.
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